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138. Die Synthese eines Tetracosapeptides 
mit der Aminosauresequenz eines hochaktiven Abbauproduktes des 

P-Corticotropins (ACTH) aus Schweinehypophysen 

von H. Kappeler und R. Schwyzer 

(4. v. 61) 

(Vorlaufige Mitteilung) 

Bei der Konstitutionsaufklarung des @-Corticotropins aus Schweinehypophysen 
konnten BELL und Mitarbeiter l) aus den Produkten des Pepsinabbaues drei Peptide 
isolieren, welche noch die gesamte corticotrope Aktivitat des ACTH aufwiesen. Es 
waren Octacosa-, Triaconta- und Hentriacontapeptide, welche die ersten 28, 30, bzw. 
31 Aminosaurereste des Aminoendes der gesamten Corticotropinkette umfassten. 
Daneben erhielten sie durch milde Saurehydrolyse ein hochaktives Gemisch von Pep- 
tiden, aus welchem sie aber die fur die Aktivitat verantwortliche Komponente nicht 
isolierten. Die fur diese Hydrolyse bentitigten Bedingungen genugten zur vollstan- 
digen Spaltung der Peptidbindung zwischen Prolin- und Asparaginsaureresten im 
Abbaupeptid 22-28 (I). CHILD, MOYER, POLLARD & Coxa) hatten auf Grund der 
Inaktivierung mittels Deuteronen festgestellt, dass das Molekulargewicht des fur die 
Aktivitat des ACTH verantwortlichen Teiles (active unit) 2400 f 800 betragt. 
Zusammengenommen ergaben diese Befunde, dass das aktive Peptid des Saure- 
hydrolysates hochstwahrscheinlich die Konstitution eines Tetracosapeptides 1-24 
(11) besitzt. 

H . Val-Tyr-Pro-Asp-Gly-Ala-Glu . OH 
22 23 24 25 26 27 2R 

113) H * Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys- 
1 2  3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6  

-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro . OH 
17 18 19 20 21 22 21 24 

K. G. SHEPHERD, S. D. WILLSON, K. S. HOWARD, P. H. BELL, D. S. DAVIBS, S. B. DAVIS, 
E. A. EIGNER & N. E. SHAKESPEARE, J. Amer. chem. SOC. 78, 5067 (1956). 
R. G. CHILD, A. W. MOYER, E. POLLARD & H. R. Cox, Arch. Biochemistry Biophysics 61, 291 
(1956). 
In  dieser Arbeit werden die Aminosaurereste im wesentlichen nach dem Vorschlage von 
E. BRAND & J.  T. EDSALL, Ann. Review Biochemistry 76, 223 (1947), abgekiirzt; gross ge- 
schriebene Symbole bedeuten die natiirliche (L-) Form, klein geschriebene die unnatiirliche 

(D-), BOC- = t-Rutyloxycarbonyl = (CH,),COCO-; Z- = Carbobenzoxy = j=/-CH,OCO-; 

PZ- = p-Phenylazo-carbobenzoxy- = c ) N = i X  ri-CH,CXO-; 

DCCI = Dicyclohexyl-carbodiimid ; DMF = nimethylformamid; stark unterstrichene For- 
me1 bedeutet kristalline Verbindung. 

T- = Trityl- = - I-/ 
(h-4 u-]&-; Ac- = Acetyl; Et- = Athyl-; t-Bu- = t-Butyl- = (CH,),C-; Rzl- = Benzyl-; 
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Im N"-t-Butoxycarbonyl-L-lysin hatten wir ein Derivat des Lysins gefunden, 
dessen Seitenkettenschutzgruppe unter sehr milden Bedingungen der Saurekatalyse 
entfernt werden kann und welches sich deshalb zur Synthese von komplizierten Pep- 
tiden mit hohem Molekulargewicht besonders eignet4). Wir hatten damit das P1-l9- 
Corticotropin-Glu5-y-amid (111) mit ausgezeichneter Ausbeute in der letzten Stufe 
(Entfernung aller Schutzgruppen) hergestellt3. 

1113) H . Ser-Tyr-Ser-Met-Glu (NH,)-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly- 
1 2 3 4 5  6 7 8 9 10 11 12 13 14 

-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro * OH 
15 16 17 18 19 

Nachdem es uns gelungen war, den y-t-Butylester der Carbobenzoxy-L-glutamin- 
saure herzustellen, haben wir auch dieses Derivat in die Peptidsynthese einbezogen 
und das Tetracosapeptid mit der Aminosauresequenz des ,5-24-Corticotropins (11) 
iiber das geschiitzte Zwischenprodukt IV hergestellt : 

OtBu BOC BOC 

1v3) BOC . Ser-Tyr- Ser -Met-~ lu-His-Phe-Arg-Try-Gly-L~s-Pro-~~-  
1 2  3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5  

BOC BOC 
I 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 
-Lys-Arg- Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro . OtBu 

Der y-t-Butylester der Carbobenzoxy-L-glutaminsaure wurde aus Carbobenzoxy-L- 
glutaminsaure-benzylester 6, oder aus Carbobenzoxy-L-glut aminsaure-athylester ') 
auf folgendem Wege hergestellt 6) (Schema 1) : 

Schema I s )  

OtBu 
I 

Z . Glu . OBzl --- - -  ___+ 2 * Glu * OBzl 

1 Smp. 4-48" 

cHqC=CH, (Ha) OHo 2 . Glu(0tBu) . OH 
CH,' / Smp. des Dicyclo- 

OtBu hexylaminsalzes 
2 * Glu . OEt Z * & u * O E t  139-140" 

01 

Alkalische Verseifung von Carbobenzoxy-L-glutaminsaure-y-t-butyl-u-benzyl- oder 
-u-athylester ergab selektive Hydrolyse an der a-Carboxylgruppe, und es entstand 
Carbobenzoxy-L-glut aminsaure-y-t-butylester. 

Aus dieser Verbindung wurde der y-t-Butylester der Hexapeptidsequenz 5-10 
nach Schema 2 hergestellt : 

4, R. SCHWYZER & W. RITTEL, Helv. 44, 159 (1961). 
5) R. SCHWYZER, W. RITTEL, H.  KAPPELER & B. ISELIN, Angew. Chem. 72, 915 (1960). 
s, H. SACHS & E. BRAND, J.  Amer. chem. Soc. 75, 4610 (1953). 
7, F. WEYCAND & K. HUNGER, Z. Naturforschg. 73b, 50 (1958). 
s, Herrn Dr. B. RINIKER verdanken wir die Herstellung aus Z.  Glu .OBzl. 

72 
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Schema Z3) 
OtBu 

Z - h - O H  - + H ] g - O C H ,  
5 6 

JDCCI 

OtBu 
I 

5 6  7 8 9 1 0  

OtBu NO2 
I 

-NHNH, H-1 Phe-Arg-Try-Gly I-OCH, 

Azid-Methode 

OtBu NO2 
I I I NaOH 

Z-1 Glu-His-Phe-Arg-Tr-pGly I-OCH, - 
Smp. 175-178"; [ a ] ~  = - 30,9" (MeOH) ; 
A,,, = 272 m p  ( E  = 22300), EtOH 

1 Smp. 140-142" 

OtBu NO, 

ZI Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly IOH 

Smp. 206'; [=ID = -22.2" (DMF); 
A,,, = 272 mp ( e  = 22900), EtOH 

OtBu JH,!Pd 
I 

H-1 Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly (-OH, AcOH 
5 6 7 8 9 1 0  

A,,, = 290 mp ( e  = 5200), 282 mp ( E  = 59001, 274 m p  ( E  = 5600) 

Dieses Hexapeptidderivat wurde mit dem Tetrapeptidderivat BOC - Ser-Tyr-Ser- 
Met .NHNH, lo) nach der Azidmethode umgesetzt und lieferte das reine, kristalli- 
sierte Decapeptidderivat V : 

OtBu H@ 

ROC-1 Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly 1-0 
1 2  3 4 5 6 7 8 9 10 

V, Smp. 206" ; [ a ] ~  = - 12,4' f 0,s' (DMF) 

Ein zweites, wesentliches Bruchstiick, Sequenz 11-19 (VII), wurde aus den Se- 
quenzen 15-19 (VI) und 11-14 nach Schema 3 hergestellt, wobei sich die farbige 
Schutzgruppe PZ- (p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-) 11) wieder ausgezeichnet be- 
wahrte. 

9) H. KAPPELER, Helv. 44, 476 (1961); in den nicht kristallinen Anteilen der Mutterlaugen 
konnte durch Totalhydrolyse und Abbau mit L-Aminosaureoxydase etwas D-Arginin nach- 
gewiesen werden. Der kristallisierte Teil ist die alles-L-Form. 

lo) B. ISELIN & R. SCHWYZER, Helv. 44, 169 (1961). 
11) R. SCHWYZER, P. SIEBER & I<. ZATSKO, Helv. 47, 491 (1958). 
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Schema 3,) 

1139 

BOC P;TH;Z) :OCBOCNO2 NO, 
I i l l  

P Z j  Lys-Pro-X'al-Gly 1-NH H-) Lys -Lys - Arg-Arg-Pro/-OCH, 
11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Smp. 13C131" (Zers.) \'I 1 Azidmethode 

BOC BOC BOCNO, NO2 

PZ-1 Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg - Arg Pro OCH, I- 
Diinnschichtchromatographisch auf Silicagel einheitlich, 
Rf = 0,75 (Dioxan-H,O, 9:l)  : 

1 NaOH 

BOC BOC BOCNO, NO, 
I I l l 1  

PZ-1 Lys-Pro-Val-Gly-Lys- Lys Arg--Arg-Pro ]-OH 
11 12 13 14 15 16 17 18 19 

VII : Rf (Silicagel) = 0,30 (Dioxan-H,O, 9 : 1) ; 
K = 1,0 (MeOH 80%/CCl4/CHC1,, 1 : 1 : 1 v / v )  ; 
A,,, = 272 (8 = 35300) und 320 my ( E  = 21000). 

Der Methylester der Sequenz 15-19 wurde nach Schema 4 hergestellt. 

Schema 4,) 
NO2 

DCCI od. 
Z- Arg -OH H- Pro -OCH, -- - -- ---- 2- 5 gem. Anhydrid 

Smp. 155-157" 

NO, NO2 

c&m H - m - O C H ,  

NO, NO, 

Smp. 120' (Zers.); 
[aID = -43.9"; Ama5 = 271 m,u (6 = 32200), 
EtOH 

BOC BOC NO2 NO, 
I /  I I  

T- I Lys - Lys I- OH4) H-1 Arg-Arg-Pd-OCH, 

BOC BOC NO, NO, 
I l l 1  75-proz. AcOH 

T-( Lys-Ly~-Arg-~4rg-Pro I-OCH, - VI (Schema 3) 

Smp. 134-136"; A,,,, = 271 mp ( E  = 32.500) 
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PZ- Val-Lys-Val-Tyr-Pro -0tRu d H- L 

Schema 53) 
BOC 

Val-Lys-Val-Tyr-Pro -0tBu 

- 
-OH4) 2-1 Val-Tyr 10" 13) H-1 Pro l-OtBu5) - 

gem. 1Anhydrid 

BOC 

PZ{-l-OH H-1 Val-Tyr-Pro I-OtBu 

Smp. 167-169"; 

230 mp ( E  = 1340Q). 
A,,,, = 322 ( E  = 23000), 

1DCCI 

BOC . BOG 

ROC-] Ser-Tyr-Ser-Mct-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly I-OO 

v 
BOC. BOC BOC NO, NO, BOC 

I l l 1  I 

1'2 Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg- Arg-Pro IOH H-1 Val-Lys-Val-Tyr-Pro tot Bu 

VII VIII 
-I' 

gem. 1 Anhydrid 

BOC BOC BOC NO, NO, BOC 
! I I I I  I 

PZ- Lys Pro Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val Tyr-Pro I-OtBu I - -  I 
IX:  Chromatographie an A1,0, (CHCI,/EtOH 95 :5 v / v ) ,  
Rf (Silicagel) = 0,65 (Dioxan-Wasser, 9: 1) 

noc BOCBOCHO H e  BOC 
I I l l 1  I 

OH2-\ Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pso-Val-Lys-Val-Tyr-~ro I-Ot Bu, 3 Xo 

X :  Xo = AcOO; XI: X@ = CIo 

V, DCCI 1 
IV 

4 l',CCOOH 

I1 
12) Aus PZ. Lys-Pro-Val-GIy - OEt4) und Hydrazinhydrat hergestellt. 
13) R. SCHWYZER. B. ISELIX, H. KAPPELER, R. RINIKER, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 47, 1273 

(1958). 
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Das letzte Zwischenprodukt (VIII), die Sequenz 20-24 umfassend, wurde eben- 
falls uber ein (kristallisiertes) Derivat rnit farbiger Schutzgruppe hergestellt 
(Schema 5). 

Der Rest der Synthese erfolgte nach Schema 6 : Das Nonapeptidderivat VII wurde 
mit dem Pentapeptidderivat VIII mittels der Methode der gemischten Anhydride 
zum farbigen Tetradekapeptidderivat 11-24 (IX) kondensiert, welches mittels kata- 
lytischer Hydrierung von der PZ-Gruppe und den Nitrogruppen befreit wurde. Das 
entstandene Triacetat X wurde mit verdunntem HC1 lyophilisiert, um es in das ge- 
eignetere Trihydrochlorid X I  uberzufuhren. Kondensation von V und XI mittels 
Dicyclohexyl-carbodiimid ergab das geschutzte Tetracosapeptidderivat IV, welches 
durch multiplikative Verteilung gereinigt werden konnte. 

Das geschutzte Tetracosapeptidderivat 1-24 (IV), welches noch mit kleinen 
Mengen von 11-24 (XI) verunreinigt war, wurde durch kurzes Auflosen in Trifluor- 
essigsaure in quantitativer Ausbeute von allen Schutzgruppen (BOC- und -0tBu) 
befreit. Aus dem Produkt wurde das Tetracosapeptid 1-24 (11) mittels Elektro- 
phorese (pH = 1,9,700 V) mit einer ELPHOR VaP-Apparatur14) und Chromatographie 
an Carboxymethylcellulose isoliert. 

ober  die chemischen und biologischen Eigenschaften der Verbindung sol1 spater 
ausfiihrlich berichtet werden. . 

SUMMARY 

A tetracosapeptide (11) incorporating the amino acid residues 1-24 of j3-corti- 
cotropin has been synthesized. This peptide was held responsible for the ACTH- 
activity in acid hydrolysates of porcine p-corticotropin I), but was never isolated 
therefrom. The synthesis was made possible by using N& -t-butoxycarbonyl-~-lysine~) 
and y-t-butyl-L-glutamate as intermediates. A number of other key-intermediates were 
prepared as their fi-phenylazo-benzyloxy-carbonyl derivativesll) , the colour facili- 
tating purification. As in the preparation of an analogous nonadecapeptides), the last 
condensation involved a crystalline derivative of the decapeptide sequence 1-10. 
Removal of all protecting groups in the last step (t-butoxy-carbonyl- and t-butoxy-) 
was effected ii? quantitative yield by dissolution in trifluoroacetic acid. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Base1 
Pharmazeutische Abteilung 

14) Wir danken Herrn Dr. H. ZUBER fur die Ausfiihrung der elektrophoretischen Trennungen. 




